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 1 
第  I 章  序論  
 
1. 研究の背景  
マーガレットの概要  
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip.は，スペイン領カナリア諸島（Bramwell et al. 2001）
とポルトガル領マデイラ諸島を原産とし，24 種（Bremer et al. 1994; Francisco‐Ortega et al. 
1997）の原種が報告されている多年生キク科植物である．以前は，Chrysanthemum に属し
ていたが，1970 年代に広義 Chrysanthemum の再分類が繰り返され，マーガレットは，
Chrysanthemum 属から Argyranthemum 属に再分類された（Anderson 2006）．Argyranthemum
属の植物は花型や葉型などが花き園芸的に評価が高い一方，原生地が島々に限られている
ため，遺伝的に花色の多様性が乏しく 24 種の原種のうち有色種は 3 種のみである
（Bramwell and Bramwell 2001; Francisco-Ortega et al.2000; Press and Short 1994，第 1 図）．
日本には，1880 年代に導入され，1920 年代に静岡県南崎町（現南伊豆町）に伝来後，大
規模な切り花栽培が始まった．鉢物用マーガレットは，1990 年の大阪万博後のガーデニ
ングブームの到来とともに，海外から多数のマーガレット品種が導入され，鉢物生産が盛
んになった（稲葉ら，2019）．マーガレットの品種開発の歴史は，1987 年にマーガレット
で初めて白花の切花用品種が登録され，鉢物用は，1990 年に白花の品種が登録された．
1990 年代からマーガレットの品種育成が盛んに行われ，1995 年には初の有色品種が登録
された．その後， 2003 年には，マーガレットの近縁種であるハナワギク（Glebionis 
carinata (Schousb.) Tzvelev.）との属間雑種品種が品種登録され，2019 年 12 月現在で 211
品種が登録されている。マーガレットは冬から春季にかけて鉢物や花壇苗として利用され
ている． 
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第 1 図 カナリア諸島，マデイラ諸島周辺における Argranthemum 属の分布地図 
（Francisco-Ortega et al.2000） 
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静岡県におけるマーガレット生産量・出荷量の推移  
主要市場である株式会社フラワーオークションジャパンでの静岡県の鉢物マーガレット
取扱量は，2000 年から 2005 年にかけて出荷量が約 4 倍に増大した．その後は，2005 年の
約 9 万鉢をピークに減少傾向で 2015 年は約 7 万鉢の取扱量であるものの，全国第 2 位の
取扱量である（第 2 図）． 
静岡県の鉢物マーガレット生産は，主に，静岡県東部流通センター農協（静岡県富士市）
マーガレット部会が出荷している．静岡県東部流通センター農協は，静岡県と静岡県育成
品種の許諾契約し，静岡県が育成した品種を生産出荷している．その出荷量は，平成 18
年から平成 24 年までは約 3.5 万ケースで推移していたが，平成 24 年以降，夏場の高温や
冬場の低温による生育不良や枯死率の増加により，製品化率の低下や出荷期間の短縮等の
影響から，出荷量が減少傾向にある（第 3 図）． 
一方，単価は，平成 15 年はケース単価が約 1,500円だったが，平成 18 年以降は上昇傾向
が続いており，平成 30 年度は約 2,000 円で，平成 15 年度比で約 3 割単価が上昇した（第
4 図）．その理由として，マーガレット部会の積極的なプロモーション活動やジャパンフ
ラワーセレクションやフロリアード等の品評会での受賞により評価が向上したことにより，
市場や販売店における「静岡県のマーガレット」の認知度が高まり，注文数が増加してい
ることが考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 第 2 図 鉢物マーガレット取扱実績（（株）フラワーオークションジャパン統計データ, 2015） 
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近縁種を用いた新たな形質を有する品種育成の取り組み  
育種には，大きく分けて交配（種内や属間等）によるものと，X 線や γ 線照射や，化学
処理およびトランスポゾン突然変異を誘発させて新たな形質を獲得する育種方法がある
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第 3 図 鉢物マーガレット出荷量の推移（静岡県東部流通センター農協） 
 
第 4 図 静岡県における鉢物マーガレット単価の推移（静岡県東部流通センター農協） 
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（Hayes et al. 1955; Luan et al. 2007; Luo et al. 1991; Sasaki et al. 2008）．交配育種において，
従来品種にはない新たな形質を持つ品種を育成するには，属間交配は種内・種間交配と比
較し優れている．しかし，属間交配では，一般的に，交雑不稔性が高く，胚珠が充実する
前に生育が停止し退化してしまうため，種子を得ることは困難である．そのため，胚珠が
退化してしまう前に，胚珠を摘出し人工的に培養する胚珠培養技術が利用されている
（Sharma et al. 1996）．これまでに胚培養技術により、キク属、シャクナゲ属、リリウム属
などの多くの雑種が作出されてきた（Deng et al. 2011; Eeckhaut et al. 2007; Van Tuyl et al. 
1991）. 
マーガレットにおいても胚珠培養技術を用いた属間雑種が作出されている．マーガレッ
トは花色の多様性に乏しいため，近縁属を用いた品種開発により花色の多様化を目指した．
これまでにシュンギク（Glebionis coronaria (L.) Cass. ex Spach.）との交配により‘伊豆イエ
ロー’（古里，1977,1978）の作出や，ハナワギク（Glebionis carinata (Schousb.) Tzvelev.）
と交配・胚珠培養により属間雑種を作出し，品種登録してきた（Ohtsuka and Inaba, 2008, 
稲葉ら  2008, 岩崎ら  2008）．ハナワギクとの属間雑種は，多彩な花色・大輪・芳香性を
有するなど観賞価値に重きを置いた育種により，従来のマーガレット品種にはない新たな
形質が付与され，他産地との差別化が図られてきた（第 5 図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 5 図 マーガレットとハナワギクとの属間雑種品種の花の様子 
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マーガレットと多年生キク科植物との交配個体の作出  
マーガレットとハナワギクとの属間雑種品種は観賞価値を重視した品種育成のため花色
の多様化，芳香性の付与などが図られてきた一方，マーガレットとハナワギクとの属間雑
種品種は，難栽培性，難増殖性，耐寒性・耐暑性などの環境ストレス耐性が低いなど生産
性に課題がある．そのため，出荷時期が短く，生産圃場が制限され，出荷量が伸び悩んで
いる現状である．以上のことから，栽培性を重視した品種育成が必要である．しかし，こ
れまでマーガレットの属間雑種の作出事例は，開花後の樹勢が著しく低下する 1 年生草本
のシュンギクとハナワギクのみであり，多年生キク科植物との属間雑種の作出が可能であ
る か は不明で あ る ． そこで 本 研 究 で は ， 多 年 生 キ ク 科 植 物 の デモルフォセ カ
（Dimorphotheca sinuata DC.），オステオスペルマム（Osteospermum ecklonis (de Candolle) 
Norlindh ）， サ イ ネ リ ア （ Pericallis hybrida B. Nord. ）， 芳 香 性 キ ク ‘ ア ロ マ ム ’
Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium 
Ramat.），アルテミシア（Artemisia absinthium L.），ローダンセマム 2 種（Rhodanthemum 
gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries.，Rhodanthemum hosmariense 
(Ball) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries.）の計 7 種をマーガレットと交配し，雑種作出
の可能性を検討した． 
 交配親に供試した各種の特性は以下の通りである．デモルフォセカは，アフリカ南部を
原産とするアフリカキンセンカ属で，花色がオレンジ色から白色まで豊富な花色である．  
4 月から 6 月ごろ開花し矮性で匍匐性のため，早春から初夏の間に花壇等の植栽に多く利
用されている．オステオスペルマムは，アフリカ南部を原産とするオステオスペルマム属
で，花色が紫色，黄色，桃色等花色が豊富である．耐寒性に優れており，冬から春季にか
けて開花するため，冬場から春先にかけて鉢物や花壇苗として利用されている．サイネリ
アは，北アフリカやスペイン領カナリア諸島，ポルトガル領マデイラ諸島を原産とするペ
リカルシス属で，青色や桃色，バイカラーがあるなど花色が豊富で，草姿が良好である．
また，耐寒性に優れ，11月から 5月ごろまで開花することから，冬から春にかけて鉢物と
して観賞されている．芳香性キク‘アロマム’は近縁属のキク同士の交雑から育成された品
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種で，甘い香りを有する特徴がある．秋季に開花するため，秋季の鉢物として観賞される．
アルテミシアは，ヨモギ属で，香りが強く，耐寒性が強い．ローダンセマムは，モロッコ
原産のローダンセマム属で，耐寒性が強く，氷点下や降霜の条件下でも生育可能である．
草姿が良好で，2 月から 6 月ごろまで開花するため，冬から春季の花壇の植栽に広く利用
されている． 
本研究において，マーガレットと上記のキク科植物 7 種の交配を試みた．一般的に属間
交配では，胚珠が生育途中で停止し退化するため種子が獲得されない．そのため，胚珠が
退化する前に摘出し，人工的に培養する胚珠培養が用いられている（Sharma et al. 1996）．
マーガレットと多年生キク科植物との属間交配のため，胚珠培養法により交配個体の作出
を目指した． 
 
交配個体の雑種識別  
遺伝子マーカーの開発の歴史は，1980年にRFLP（Restriction Fragment Length 
Polymorphisms）が発表されたが（Botstein et al. 1980），再現性が高いものの，判別までに
時間がかかることや試薬等コスト高い.さらに，PCR技術が開発されたことを受け（Mullis 
and Faloona 1989），判別が単純でその再現性の高いPCRに基づく遺伝子マーカーが多数開
発されてきたことから，あまり広く普及されなかった．PCR増幅の差異により識別する技
術としてRAPD（Random amplified polymorphic DNA）が挙げられる（Williams et al. 
1991）．RAPDは10塩基程度の短いランダムプライマーを利用しバンドの発現本数やその
有無により識別されるため，技術的要求度が低く迅速な判定が可能である．しかし，その
欠点として，ランダムプライマーの塩基数が少ないため，再現性が低いことが挙げられ
る．この再現性の低さを解決する技術として，PCRにより増幅された制限酵素断片長の相
違により識別されるAFLP（Amplified fragment length polymorphism; Vos et al. 1995）や，特
異的なプライマーを使用しPCR増幅により識別されるSCAR（Sequence characterized 
amplified region; Paran and Michelmore 1993），PCR増幅産物を制限酵素で切断されること
により識別されるCAPS（Cleaved amplified polymorphic sequence; Konieczny and Ausubel 
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1993）などのマーカー開発が行われてきた． 
 RAPD（Kaul et al., 2009），SSR（Simple sequence repeats; Sato-Ushiku et al. 2011）， 
SCAR（Scheef, et al. 2003），CAPS（Kunihisa et al. 2003），AFLP（Chauhan et al. 2004）等
の PCR に基づく遺伝子マーカーは現在でも，植物全体で品種や系統識別に広く利用され
ている．また，遺伝子マーカーを用いて識別する場合には，品種や近縁種ごとに塩基配列
の相違を基に識別することが多く，その中で，塩基配列の欠損や挿入等の変異が頻繁に起
こるリボソーム DNA 内の ITS 領域は，品種や近縁種を識別する時によく利用される
（Álvarez and Wende 2003; Baldwin 1992; Cheng et al. 2016; Eriksson et al. 2003）． 
今回，マーガレットは自家和合性のため自家受粉の可能性も考えられることから，遺伝
子マーカーによる雑種識別が必要である．作出された交配個体が両親の属間雑種であるか
を遺伝的に判定するために，1 塩基の違いにおいても識別できること，両親のリボソーム
DNA の ITS 領域の塩基配列が Genbank に掲載されていたことから，CAPS マーカーを採用
した．CAPS マーカーは，塩基配列情報は必要であるものの再現性が高い特徴がある．リ
ボソーム DNA の ITS 領域の塩基配列を基に CAPS マーカーを設計し交配個体における雑
種判定を試みた． 
 
交配個体の形態的特性  
マーガレットとハナワギクとの属間雑種では，従来のマーガレット品種にはない花色や
芳香性など新規形質を有する観賞価値を重視した品種育成が行われてきた．生産する上で
重要な草姿や樹勢の強さ，環境ストレス耐性，増殖性に劣っているため，需要があるもの
の生産量を増やすことが難しいという問題があった．そのため，生産する上で重要な栽培
特性に優れた品種育成が必要と考えられる． 
マーガレットと交配に供試した多年生キク科植物との属間雑種の作出事例がないことか
ら，作出された場合，形態特性は不明である．キクでの属間雑種は両親と異なる形質が確
認された一方（Tang et al. 2010），リンドウでの属間雑種は両親と中間的な形質であったと
報告がある（玉掛ら，2014）．そのため，交配個体とその両親との形態調査の結果から，
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その交配個体の形態や栽培特性を把握する必要がある．また，従来のマーガレット品種に
はない新規形質の有無を調査するため，作出された交配組合せによって，必要に応じて詳
細な花色や芳香性，剛健性などの特性調査を行う必要がある． 
 
交配個体の安価な雑種識別手法の開発  
遺伝子マーカーの種類は多く，RAPD（random amplified polymorphic DNA; Morikawa et 
al. 2014）や，RFLP（res t r ic t ion  Fragment  Length  Polymorphisms; Wolff et al. 1995），
SSR （ simple sequence repeat; Sato-Ushiku et al. 2011 ）， SCAR （ sequence-characterized 
amplified region; Scheef et al. 2003），CAPS（Kunihisa et al. 2003）などにより品種や雑種等
の識別がなされてきた．しかし，遺伝子マーカーごとに，再現性や技術要求度，コスト等
が異なる．RFLP は，再現性が高いものの，判定までに時間がかかることや試薬等のコス
トが高いことが課題になっている．CAPS マーカーは再現性が高いものの，操作手順が煩
雑で比較的試薬等のコストが高いことから，大量なサンプルを扱う早期選抜時の雑種判定
には不向きで，育種期間の短縮化を図るには，再現性が高いことに加え，安価で迅速に大
量のサンプルを判別できる遺伝子マーカーを開発する必要がある． 
技術要求度が低く迅速に判定できる遺伝子マーカーとして，RAPD が挙げられるが，
10bp 程度の塩基配列の短いプライマーのため，PCR 条件によって，結果が異なる場合が
あり，判定に誤りが生じるなど再現性が低い（DNA 品種識別技術検討会，2003）．その欠
点を改良した SCAR マーカーは，塩基配列に特異的な 20〜25 bp のプライマーを使用する
ため RAPD マーカーよりも再現性が高く（Paran and Michelmore 1993），CAPS マーカーと
同等な再現性と言われている（Agarwal et al. 2008）．一般的に、SCAR マーカーは、CAPS
マーカーと比較して手順が少なく、試薬等コストが CAPS マーカーよりも低いため、
CAPS マーカーよりも安価で効率的に識別ができると考えられる．そのため，早期選抜を
目的とした SCAR マーカーの開発に取り組んだ． 
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2. 研究の目的と構成  
本研究は，マーガレットと多年生キク科植物との雑種作出の可能性を検討するとともに，
剛健で従来のマーガレット品種にはない新たな形質を有する雑種の育成と，育種の効率化
を図るための遺伝子マーカーの開発を目的として実験を行った．  
 はじめに，第Ⅱ章では，胚珠培養法を用いてマーガレットと多年生キク科植物との交配
個体の作出に取り組んだ．これまでマーガレットと多年生キク科植物との属間雑種の作出
に関する報告がないため，7 種の多年生キク科植物を用いて交配・胚珠培養を試みた．胚
珠培養法による発芽率の結果を踏まえ，胚珠培養条件や交配から胚珠摘出までの期間につ
いて考察した．加えて，キク科植物におけるマーガレットの遺伝子距離からこれまで作出
事例のない近縁種との属間雑種作出の可能性についても考察した． 
第Ⅲ章では，マーガレットは自家和合性であることから，作出した交配個体を遺伝的に
雑種であることを判定するために，遺伝子マーカーを設計し，交配個体の雑種判定を行っ
た．加えて，市販品種等を用いて設計した遺伝子マーカーの汎用性を確認した． 
第Ⅳ章では，これまでマーガレットと多年生キク科植物との属間雑種を作出した事例
がないため，形態や花色特性が不明である．そのため，属間雑種個体を作出された場合，
両親と形態特性の相違点や，従来のマーガレット品種にはない新規性のある特性の有無に
関する調査を実施した．加えて，商品性として重要な形質である花色については色差値の
測定と色素量の分析を行い両親と比較した． 
第Ⅴ章では，多量のサンプルを扱う早期選抜時の雑種識別に適している遺伝子マーカー
の開発とその汎用性を確認した． 
第Ⅵ章では，総合考察として，第Ⅱ~Ⅴ章の結果から研究のまとめと今後の展望について
記した． 
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第Ⅱ章 胚珠培養法を用いたマーガレットと多年生キク科植物との交配個体の作出  
 
1. 緒言   
 本章では，マーガレットと多年生キク科植物との交雑性評価と，その雑種個体の作出を
目的に実験を行った． 
 多年生キク科植物のアルテミシア（Artemisia absinthium L.），芳香性キク‘アロマム’ 
〔 Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium 
Ramat. 〕 , デ モ ル フ ォ セ カ （ Dimorphotheca sinuata DC. ） , オ ス テ オ ス ペ ル マ ム
〔Osteospermum ecklonis (de Candolle) Norlindh〕,サイネリア（Pericallis hybrida B. Nord.），
ローダンセマム ガヤナム〔Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer 
& Humphries.〕 ,ローダンセマム  ホスマリテンゼ〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. 
Wilcox, K. Bremer & Humphries〕の計 7 種を花粉親に供試し，マーガレットと交配し，交
配約 3 週間後に胚珠を摘出し培養した． 
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2. 材料および方法  
2.1 マーガレットと多年生キク科植物との交配および胚珠培養  
 多年生キク科植物は多数存在するにも関わらず，マーガレットとその近縁属との属間雑
種の作出事例はシュンギクとハナワギクのみである．シュンギクやハナワギクは 1 年生草
本であるため，その属間雑種は，難栽培性・難増殖性など生産する上で課題がある．そこ
で，今回，マーガレットとの交雑事例がない多年生キク科植物 7 種を用いてマーガレット
と交配し，交雑評価を行った． 
 
2.1.1 供試植物とその育苗 
 アルテミシア（Artemisia absinthium L.），芳香性キク‘アロマム’〔Chrysanthemum 
lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium Ramat.〕,デモルフォ
セカ（ Dimorphotheca sinuata DC.） ,オステオスペルマム〔 Osteospermum ecklonis (de 
Candolle) Norlindh〕 ,サイネリア（Pericallis hybrida B. Nord.），ローダンセマム  ガヤナム
〔Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries.〕,ローダン
セマム  ホスマリテンゼ〔 Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K. Bremer & 
Humphries〕の 7 種を実験に供試した． 
 マーガレットは，親株から花芽のついてない挿し穂を採取し，人工培養土  {セルピー
ト; （株）富士見工業} を充填した 128 穴セルトレイに挿し芽を行った．セル苗は，静岡
県農林技術研究所伊豆農業研究センター（静岡県賀茂郡東伊豆町）の温室内で育苗した．
約 2〜3 週間後に発根が十分確認された挿し芽を 3.5 号ポリポットにポット上げした．培
養土は，赤土，バーク堆肥，セルピートを 2:1:3 の割合で調整した混合土を使用した．ポ
ット苗は，週に 1回の頻度で，液体肥料 {OATハウス 1号; (株) OAT アグリオ} を 1000倍
希釈で施与し，約 1 ヶ月間，温室内で育苗した．その後，6 号鉢に鉢上げした後，伊豆農
業研究センター内の環境制御温室（20 m2）内に移動した． 
 花粉親の 7 種は，それぞれ 3号〜3.5号苗を購入し，6号鉢に鉢上げした後，伊豆農業研
究センターの環境制御温室（20 m2）内に移動した．液体肥料 {OAT ハウス 1 号; (株) OAT
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アグリオ} を 1000 倍に希釈し，週 1 回の頻度で施与した． 
 
2.1.2 マーガレットと多年生キク科植物との交配 
 交配は，伊豆農業研究センターの環境制御温室内で行った．交配当日に筆を用いて花粉
親から花粉を採取し，晴天日の午前中（午前 9 時〜正午）に交配を実施した．交配後，他
からの花粉が入らないように交配袋で覆った． 
 
2.1.3 胚珠培養と順化 
 マーガレットとハナワギクとの属間雑種では，交配 3 週間後に胚珠を摘出した場合，充
実した胚珠が多く観察され，効率的に胚珠培養できたと報告があることから（植田ら，
2006），それに倣い交配 3 週間後に交配花から胚珠を摘出し培養した．胚珠培養には，
Murashige Skoog の基本培地中（Murashige and Skoog, 1962）に無機塩の多量要素のみを 1/2
に希釈した培地 {Murashige and Skoog Plant Salt Mixture；（株）日本製薬} を pH5.8 に調整
し，3%ショ糖，0.3%ゲランカムを添加した培地（以後 1/2MS 培地という．）を管ビンに
10mL ずつ分注し，オートクレーブ（120℃，20 分間）で滅菌した培地を用いた．  
 交配花は，1％次亜塩素酸ナトリウム溶液で 10 分間殺菌後，滅菌水で 2 回洗浄した．そ
の後，クリーンベンチ内の解剖顕微鏡下で子房を除去し充実している胚珠を無菌的に摘出
し，1/2MS 培地に置床した．その後は，23℃ 16 時間日長条件下の環境制御室で管理し，
十分に発根した植物体をバーミキュライトで充填した 2号ポリポットに移植した．23℃ 16
時間日長条件下の環境制御室で約 1 ヶ月順化させた後，6 号鉢に移植し温室で栽培した． 
   
 
 
 
 
 
 14 
3. 結果および考察  
3.1 マーガレットと多年生キク科植物との交配および胚珠培養  
 マーガレットとローダンセマム ガヤナム〔Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu) B.H. 
Wilcox, K. Bremer & Humphries.〕との交配した 60 花のうち，17 の充実した胚珠が得られ，
最終的に 2 つの交配個体が得られた（第 1 表）．一方，それ以外の 6 種のアルテミシア
（Artemisia absinthium L.），芳香性キク‘アロマム’〔Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. 
ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium Ramat.〕,デモルフォセカ（Dimorphotheca 
sinuata DC.）,オステオスペルマム〔Osteospermum ecklonis (de Candolle) Norlindh〕,サイネ
リア（Pericallis hybrida B. Nord.） ,ローダンセマム  ホスマリテンゼ〔Rhodanthemum 
hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries〕との交配では，充実した胚珠を得
ることはできず，交配個体が作出されなかった．  
 本研究では，マーガレットとローダンセマムの交配組合せで，胚珠培養法により初めて
交配個体を作出することができた（第 6，7 図）．  
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第 1 表 マーガレットと多年生キク科植物との交配組合せと交配結果 
種子親 花粉親
Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Chrysanthemum lavandulifolium  x
 Chrysanthemum x morifolium   ‘アロマム’ 3 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Osteospermum ecklonis 14 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Pericallis hybrida 5 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Rhodanthemum hosmariense 3 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Rhodanthemum ‘アフリカンアイズ’ 40 12 7 1
Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Artemisia absinthium 6 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Chrysanthemum lavandulifolium  x
 Chrysanthemum x morifolium  ‘アロマム’ 11 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Osteospermum ecklonis 26 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Rhodanthemum ‘アフリカンアイズ’ 10 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘ムーンライト’ Dimorphotheca sinuata 11 0 0 0
Argyranthemum frutescens ‘ブリアンルージュ’ Rhodanthemum `エルフピンク' 10 5 2 1
交配組合せ
交配供試験数 胚珠形成数 発芽数 獲得個体数
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第 6 図 マーガレット‘ブリアンルージュ’×ローダンセマム‘エルフピンク’の交
配個体とその両親の花と葉の形態 
（左上：マーガレット‘ブリアンルージュ’，右上：ローダンセマム‘エ
ルフピンク’，下：交配個体） 
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第 7 図 マーガレット‘サンデーリップル’×ローダンセマム‘アフリカンアイズ’の交
配個体とその両親の花と葉の形態 
（左上：マーガレット‘サンデーリップル  ’，右上：ローダンセマム‘アフリ
カンアイズ’，下：交配個体） 
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4. 考察  
 今回マーガレットとローダンセマムの属間交配において，17 の充実した胚珠を摘出し
たが，発芽したものは 9 個体で，最終的に作出された個体は 2 個体のみと発芽率および植
物体形成率が低かった．一般的に属間交配における障壁として，受精前と受精後の交雑障
壁に分けられる．今回，交配個体が作出されなかったまたは作出率が低かった原因を明ら
かするために，交配個体が得られなかった組合せも含め，花粉発芽や花粉管伸長の異常等
による受精前の交雑障壁か，胚や胚珠に発達異常等による受精後の交雑障壁のどちらの要
因であるか調査する必要がある．受精前の交雑障壁の克服事例として，蕾受粉（福本ら，
1996），老花受粉（Ascher・Peloquin, 1966）や，花序の温湯処理（巣山ら，2013），混合花
粉の利用，高温での受粉，柱頭への薬剤処理など（Van et al. 1997）が報告されている．
そのため，受精前の交雑障壁が要因であった場合には，高温での受粉や混合花粉による交
配を行うことで，交配個体の作出が可能になるかもしれない．また，マーガレット品種は
2 倍体と 3 倍体があると報告されているが，近年，採種が容易な 2 倍体品種が鉢物用品種
を中心に流通されている（青山，2000; 稲葉ら，2019）．一方，今回花粉親に供試した品
目の倍数性は不明で 3 倍体以上の奇数倍数体であった場合，一般的に正常な花粉が形成さ
れないため後代が作出されない．奇数倍数体から稔性のある偶数倍数体を作出する方法と
して，コルヒチン処理（Hamill et al. 1992; Yang et al. 2006）や，一酸化二窒素の暴露
（Sattler et al. 2016; Van Tuyl et al. 1992）による倍加や，3 倍体の自家受粉や 2 倍体との戻
し交配など 3 倍体を介した安定的な偶数倍数体の形成（Ramsey et al. 1998）が報告されて
いる．このように，花粉親が奇数倍数体であった場合に，倍数性を誘発するコルヒチン処
理や一酸化二窒素の暴露することで，安定的な偶数倍数体を作出し，稔性を回復させるこ
とで，交配個体の作出が容易になる可能性がある． 
 一方，受精後の交雑障壁の克服には，今回用いた胚珠培養や子房培養が報告されている
（Van et al. 1997）．園芸植物における胚珠培養の発芽率に関する研究では，交配から胚珠
の摘出までの期間や，培地に添加する糖の種類・濃度，植物ホルモンの濃度・組合せを検
討したところ，発芽率や植物体形成率が上昇したと報告されている（Chen and Mii 2012; 
 19 
Cisneros and Tel-Zur, 2010; Fratini and Ruiz, 2006; Motohashi et al. 2008; Pellegrineschi et al., 
1997; Tar et al. 2018; Yang et al., 2007）．今後，さらに効率的に発芽率の上昇を図るために
は，胚珠培養に用いる培地の糖分濃度や，植物ホルモンの濃度・組合せなどの胚珠培養方
法と胚珠培養までの交配期間を検討することが必要であると考えられる．それにより，今
回作出されたマーガレットとローダンセマムとの交配個体の作出数の増加や，今回作出さ
れなかった種との交配組合せでも培養条件の改良や交配時期・期間を検討することで，新
たな雑種個体の作出が可能になるかもしれない． 
 また，キク科植物の遺伝子距離では，今回供試したローダンセマム，アルテミシア，オ
ステオスペルマムとマーガレットとの遺伝子距離は，ローダンセマムが一番近く，アルテ
ミシア，オステオスペルマムの順で遺伝子距離が近かった（Watson et al.2000; 第 8 図）．
マーガレットとの属間雑種育成の報告があるシュンギクとハナワギクの遺伝的距離は，ロ
ーダンセマムよりも近かった．ローダンセマムよりもマーガレットとの遺伝子距離が近い
クラダンツス（Cladanthus arabicus (L.) Cass.），サントリナ（Santolina rosmarinifolia L.），
ローマンカモミール（Chamaemelum nobile (L.) All.），ローナス（Lonas annua (L.) Vines & 
Druce），ノースポール Mauranthemum paludosum (Poir.) Vogt & Oberpreiler），ムルチコーレ
（Coleostephus myconis (L.) Rchb. F.），シャスターデージー（Leucanthemum vulgare Lam.）
との交配は，マーガレットとの属間雑種作出の可能性が考えられる． 
 ノースポールやシャスターデージーは，マーガレットと草姿や花型が類似しているが，
両者ともに耐寒性に優れ，草姿が良好なため，従来のマーガレット品種にはない耐寒性に
優れた属間雑種が作出される可能性が考えられる．また，クラダンツスやムルチコーレは
濃黄花でコンパクトな草姿なため，マーガレットに存在しない濃黄花の属間雑種が作出さ
れる可能性がある．さらにサントリナやローマンカモミールは芳香性が強く耐寒性に優れ
ることから，芳香性を有する属間雑種が作出される可能性が考えられる．これら両種とも
に香草のため，その属間雑種が作出された場合，アロマ効果（鎮静作用）など副次的な効
用もあるかもしれない．以上のように，本研究結果やマーガレットとの遺伝子距離の違い
を考慮した交配を試みることで，育種目的に即したさらなる属間雑種の作出が期待される． 
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第 8 図  Chloroplast Gene ndhF に基づくマーガレットと近縁種との遺伝子距離
（Watson et al. 2000 引用） 
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第Ⅲ章 作出個体の雑種識別  
 
1. 緒言  
第Ⅱ章において，マーガレットと多年生キク科植物 7 種を交配・胚珠培養したところ，
マーガレットとローダンセマムとの組合せで交配個体が作出された．しかしながら，これ
までマーガレットとローダンセマムの属間雑種個体の作出事例がないことから，属間雑種
であるかどうか不明である．マーガレットは自家和合性のため，作出した個体は自家受精
した可能性も考えられる．そのため，本章では，遺伝的に雑種判定するために，遺伝子マ
ーカーを設計しマーガレットとローダンセマムとの交配個体の雑種判定を試みた．今回，
Genbank に両親のリボソーム DNA の ITS 領域の塩基配列情報が掲載されていたことから，
雑種判定に用いた遺伝子マーカーは，塩基配列情報は必要であるが，再現性が高い CAPS
（cleaved amplified polymorphic sequences ）マーカーを採用し，両親のリボソーム DNA の
ITS 領域の塩基配列を基に CAPS マーカーを設計した．また，市販品種等を用いて設計し
た CAPS マーカーの汎用性を確認した． 
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2. 材料および方法  
2.1 DNA 抽出および目的領域の増幅 
 交配個体とその両親を供試した．サンプルの新葉から DNA 抽出キット NucleoSpin Plant 
II DNA extraction kit （TAKARA BIO INC.）を用いた以下の手順で DNA を抽出した．新
葉 0.2g を 2.0ml スクリューキャップチューブ（滅菌凍結保存チューブ：ナチュラル；(株)
アシスト）に入れ，ジルコニアボール（YTZ-2 / KN3324222 2mm，（株）テックジャム）
を 5 粒加えて，液体窒素で凍結後にビーズ式の細胞破砕装置を用いて振動速度 5,500rpm
で 20 秒間を 3〜4 回繰り返し粉砕した．遠心分離機を用いて，キャップに張り付いたサン
プルを落とした．サンプルを溶解するために，破砕したサンプルをマイクロチューブ
に移し，Buffer PL1 を 400 μl 加え vortex で充分に混合させた後，RNaseA 溶液 10μl を
加えて混合し，65℃で 10 分間保温した．溶解液をろ過するために，NucleoSpin Filter
を Collection Tube（2 ml）にセットし，サンプル溶解液をカラムに加えて，
11,000×g，2 分間遠心分離し抽出液と残渣に分離した．抽出液に Buffer PC 450 μl を
添加し，vortex で充分に混合した．カラムへ吸着させるため，NucleoSpin Plant II 
Column を新しい Collection Tube（2 ml）にセットし，その混合液 700μl をカラムに加
えて，11,000×g，1 分間遠心分離し，ろ液を捨てた．メンブレンの洗浄として，
Buffer PW1 を 400 μl をカラムに添加し，11,000×g で 1 分間遠心分離した．ろ液を捨
てた後、同じ Collection Tube にカラムをセットし，Buffer PW2 を 700 μl をカラムに
添加し，11,000×g で 1 分間遠心分離した．再びろ液を捨て，Collection Tube にカラム
をセット後，Buffer PW2 を 200 μl をカラムに添加し，11,000×g で 2 分間遠心させ
た．DNA を抽出するために，カラムを 1.5ml マイクロチューブにセットし，65℃に
温めた Buffer PE 25μl をカラムに添加させ，65℃で 5 分間インキュベートした．その
後，11,000×g で 1 分間遠心分離し，さらに 65℃に温めた Buffer PE 25μl をカラムに
添加し、11,000×g で 1 分間遠心分離し，DNA を溶出させた．  
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 リボソーム DNA の ITS 領域を増幅するプライマーの組合せとして，に 5’ -
AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’（Zhao et al. 2010）と ITS4 5’ -
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’（White et al. 1990）を用いた． 
 PCR の試薬組成は，template DNA（100 ng/μL）を 1μl，各プライマー（10μM）を
1μl ，5×KapaTaq Extra buffer を 4μl，MgCl2（25mM）を 1.4μl，dNTP Mixture（10mM）を
0.6μl，KapaTaq Extra DNA ポリメラーゼ（5U/μL）を 0.1μl，滅菌水を 10.9μl 加え，20μl に
調整した．PCR 増幅は，VeritiTM Thermal Cycler （Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA , USA）を用いて，95℃ 2 分，（95℃ 20 秒，55℃ 15 秒，68℃ 2 分）×35 サイ
クル，68℃ 2 分の条件で増幅した． 
 
2.2 遺伝子マーカーの設計 
 Genbank に掲載されているマーガレット（EF577287）とローダンセマム（L77777）の
ITS 領域の塩基配列を基に，タカラ社の Takara Cut-Site Navigator （ http://www.takara-
bio.co.jp/enzyme/enzyme_search.php）を活用し，いくつかの CAPS マーカー（制限酵素）の
中から，マーガレットの PCR 産物では，ある部位において切断されるが，ローダンセマ
ムの PCR 産物では，切断されないと考えられる制限酵素を選択した． 
 
2.3 制限酵素反応と電気泳動 
 制限酵素反応の試薬組成は，PCR 増副産物を 3μl，制限酵素 AflⅡを 0.5μl，10×M Buffer
を 1μl，0.1% BSA を 1μl，滅菌水を 4.5μl 加え 10μl に調整した．その後，37℃, 3 時間で酵
素反応を行い，酵素反応産物 8μl と BPB 液 2μl を混合したものを 1.5%アガロースゲルの
ウェルにアプライした．また，ゲルの両端のウェルに 50bp マーカー（Nippon Genetics Co, 
Ltd）を 5µl アプライした．0.1mg/ml になるように Ethidium Bromide を加え 1×TAE Buffer
で充填させた電気泳動槽を用い，100v，40 分間で泳動した．その後，トランスイルミネ
ーターにのせ写真を撮影し，発現バンドを確認した． 
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2.4 遺伝子マーカーの汎用性の確認 
 2.2 で選択した CAPS マーカー（制限酵素 AflⅡ）の汎用性を確認するために，マーガレ
ット 83 品種，ローダンセマム 7 品種を供試した．2.1 と同様に DNA を抽出し目的部位を
PCR で増幅し，2.3 と同様な方法で，PCR 産物を酵素反応させた後に，電気泳動により発
現バンドを確認した． 
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3. 結果  
3.1 マーガレットとローダンセマムの識別可能な遺伝子マーカーの選択  
Genbank に掲載されているリボソーム DNA の ITS 領域のマーガレット（EF577287）とロ
ーダンセマム（L77777）の塩基配列を基に，マーガレットとローダンセマムで違いが見
られる塩基配列を探索した．マーガレットとローダンセマムとの塩基配列の相違は，70〜
80bp，120〜170bp，200〜240bp，460〜490bp，600〜660bp の範囲で確認された（第 9 図）． 
タ カ ラ 社 の Takara Cut-Site Navigator （ http://www.takara-
bio.co.jp/enzyme/enzyme_search.php）を活用し，マーガレットとローダンセマムを識別可
能な制限酵素を探索したところ，227bp の塩基の相違から，制限酵素による切断の有無の
違いがみられると考えられた制限酵素 Afl II（（株）タカラバイオ）を選択した（第 10図）.  
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 第 9 図-1 マーガレットとローダンセマムのリボソーム DNA における ITS 領域の塩基配列
（Genbank） 
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3.2 遺伝子マーカーを用いた交配個体の雑種識別  
制限酵素 Afl Ⅱを用いた酵素反応物を電気泳動した際のバンドの発現数の違いから雑種
判定を行った．マーガレットでは，特異的なバンドが 2 本（約 300bp，800bp）確認され
た．一方，ローダンセマムでは，特異的な 1 本のバンド（約 1100bp）が確認された．マー
ガレットとローダンセマムの交配個体では，3本のバンド（約 300bp，800bpおよび 1100bp）
で，両親に特異的なバンドの両方が確認されたため，作出された交配個体は，マーガレッ
トとローダンセマムの属間雑種であると考えられた（第 11 図）． 
 
 
 
 
 
 
第 9 図-2 マーガレットとローダンセマムのリボソーム DNA における ITS 領域の塩基配列
（Genbank） 
C T T A A G
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第 10 図 制限酵素 Afl II 
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第 11 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレット，ローダンセマムおよびその交 
         配個体の CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，1~2:マーガレット，3~4:ローダンセマム，5~6：マーガレット
×ローダンセマム．1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’, 3: ‘アフリカン
アイズ’, 4:‘エルフピンク’, 5:‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’, 6:‘ブリア
ンルージュ’ ’ × ‘エルフピンク’ 
1200bp
800bp
500bp
200bp
M 1        2       3       4 5       6    M
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3.3 選択した CAPS マーカーの汎用性の確認  
 マーガレット 83 品種，ローダンセマム 7 品種を用いて CAPS マーカーの汎用性を確
認した．供試した品種のうち，マーガレットでは，バンドが 2 本確認され，ローダンセ
マムでは 1 本のバンドが確認された（第 12〜18 図）．以上の結果から，CAPS マーカー
（制限酵素 Afl II）は，マーガレットとローダンセマムを識別できる汎用性の高いマー
カーであると考えられた． 
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第 12 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
 CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，1~13:マーガレット，14:ローダンセマム． 
1: ‘風恋香’，2: ‘カーニバルクイーン’，3: ‘エンジェルマイス’，4: ‘スイート
リップル’，5: ‘おぼろ月’，6: ‘ピーチクイーン’，7: ‘クイーンマイス’，8: 
‘ムーンライト’，9: ‘ガーネットクイーン’，10: ‘カナリアクイーン’，11: ‘キ
ューティーマイス’，12: ‘サワーリップル’，13: ‘サンデーリップル’，14: ‘ア
フリカンアイズ’ 
第 13 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，15~28:マーガレット，29:ローダンセマム． 
15: ‘ファイアークラッカー’，16: ‘サッシーレッド’，17: ‘サッシーピンク’，
18: ‘サッシーコンパクトホワイト’，19: ‘コンパクトディープローズ’，20: 
‘マギーパステルイエロー’，21: ‘ヘリオウォーターメロン’，22: ‘ミニダブル
ホワイト’，23: ‘ミニホワイト’，24: ‘ミニイエロー’，25: ‘イエローアネモ
ネ’，26: ‘モンローローズ’，27: ‘ダブルディープローズ’，28: ‘ブリアンルー
ジュ，29: ‘エルフピンク’ 
M   1 2 3 4 5  6 7 8 9  10 11  12   13  14 M
M  15 16 17  18 19 20 21  22 23 24  25 26  27  28 29   M
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第 14 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，30~42,13:マーガレット，14:ローダンセマム． 
30: ‘ボンザレモンイエロー’，31: ‘ボンザラズベリー’，32: ‘ボンザサクラ’，
33: ‘ボンザチェリー’，34: ‘ボンザイエロー’，35: ‘ボンザホワイト’，36: ‘ボ
ンザルージュピンク’，37: ‘ボンザキャラメルホワイト’，38: ‘マックスマム
ホワイト’，39: ‘マックスマムピンク’，40: ‘マックスマムレッド’，41: ‘マッ
クスマムイエロー’，42: ‘フォーシーズンズホワイト’，13:‘サンデーリップ
ル’，14: ‘アフリカンアイズ’ 
第 15 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，43~55,28:マーガレット，29:ローダンセマム． 
43: ‘フェアリーダンスレッド’，44: ‘フェアリーダンスイエローマジック’，
45: ‘フェアリーダンススイートピンク’，46: ‘フェアリーアイイエロー’，47: 
‘サマーソングローズ’，48: ‘メテオールレッド’，49: ‘コメットピンク’，50: 
‘ぽぽたんパステルピンク’，51: ‘ぽぽたんスイートピンク’，52: ‘ぽぽたんピ
ンクホワイト’，53: ‘ぽぽたんクリーム’，54: ‘ぽぽたんピンク’，55: ‘ぽぽた
んディープピンク’，28: ‘ブリアンルージュ’，29: ‘エルフピンク’ 
M  30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41   42  13 14 M
M  43 44 45   46 47 48 49 50 51 52  53  54  55  28 29   M
 32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 16 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，56~68,13:マーガレット，14:ローダンセマム． 
56: ‘ぽぽたんレモンホワイト’，57: ‘ぽぽたんイエロー’，58: ‘ぽぽたんピン
クブーケ’，59: ‘ルビールビー’，60: ‘ダブルチェルシー’，61: ‘初恋ほっ
ぺ’，62: ‘チェルシーガール’，63: ‘ぽぽたんマカロンピンク’，64: ‘ミルキー
ティアラ’，65:‘たんぽぽ’，66: ‘エンジェリックキャンディピンク’，67: ‘エ
ンジェリックルビー’，68: ‘エンジェリックスノー’，13: ‘サンデーリップ
ル’，14: ‘アフリカンズアイズ’ 
第 17 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，69~81,28:マーガレット 29:ローダンセマム． 
69: ‘アルプス’，70: ‘エンジェリックメイズ’，71: ‘エンジェリックベイビー
ピンク’，72: ‘エンジェリックバーガンディ’，73: ‘エベレスト’，74: ‘エンジ
ェリックフクシマ’，75: ‘エンジェリックジャイアントピンク’，76: ‘エンジ
ェリックレモンパステル’，77: ‘マーズ’，78: ‘リフレクションピンク’，79: 
‘キャンディホワイト’，80: ‘パーカッションホワイト’，81: ‘パーカッション
シンバルライトピンク’，28: ‘ブリアンルージュ’，29: ‘エルフピンク’ 
 
M  56 57 58 59 60 61 62  63 64 65  66 67  68  13 14   M
M  69 70 71   72 73 74 75 76 77  78 79  80  81   28 29   M
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第 18 図 制限酵素 Afl II を用いたマーガレットとローダンセマムの 
CAPS バンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，82~85,13:マーガレット 86~90,14:ローダンセマム． 
82: ‘パーカッションディープローズ’，83: ‘パーカッションタンバリンレッ
ド’，84: ‘パーカッションシンバルダークピンク’，85: ‘モモコ’，86: ‘ピーチ
ジャム’，87: ‘マーキュリー’，88: ‘エアルローズ’，89: ‘プチマカロン’，90: 
‘アプリコットジャム’，13: ‘サンデーリップル’，14: ‘アフリカンアイズ’ 
M  82 83  84 85 86 87 88 89 90 13  14   M
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4. 考察  
 Genbank により，マーガレットとローダンセマムのリボソーム DNA における ITS 領域
の塩基配列情報が得られたため，再現性の高い CAPS マーカーによる雑種識別を試みた． 
 CAPS マーカー（制限酵素 Afl Ⅱ）を用いた酵素反応物を電気泳動し，バンドの発現数の
違いから雑種判定した．マーガレットでは，特異的なバンドが 2 本（約 300bp，800bp）
確認された一方，ローダンセマムでは，特異的な 1 本のバンド（約 1100bp）が確認され
た．マーガレットとローダンセマムの交配個体では，3 本のバンド（約 300bp，800bp お
よび 1100bp）がみられ，両親に特異的なバンドの両方であると確認されたため，マーガ
レットとローダンセマムの雑種であると判定された． 
 さらに，マーガレット 83 品種，ローダンセマム 7 品種を用いて CAPS マーカーの汎用
性を確認した結果，マーガレットでは，バンドが 2 本確認され，ローダンセマムでは 1 本
のバンドが確認された．以上の結果から，CAPS マーカー（制限酵素 Afl II）は，マーガレ
ットとローダンセマムを識別できる汎用性の高いマーカーであることが確認された． 
 本研究の結果，マーガレットとローダンセマムの交配個体は，属間雑種であると遺伝子
的に判定されたため，初めてマーガレットとローダンセマムの属間雑種が作出されたこと
が証明された． 
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第Ⅳ章  マーガレットとローダンセマムの属間雑種個体の形態的評価  
 
1. 緒言  
 第Ⅲ章において，マーガレットとローダンセマムとの組合せにより作出された交配個体
が両親との属間雑種であると判別された．これまでマーガレットとローダンセマムの属間
雑種の作出事例がないことから，その形態特性は不明である． 
 そこで，本実験では，属間雑種個体の形質を評価するために，属間雑種個体と両親の形
態や花色特性を調査した． 
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2. 材料および方法  
2.1 属間雑種個体の形態的特性  
2.1.1 供試植物とその育苗 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種個体およびその両親，‘サンデーリップ
ル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種個体およびその両親の 6 品種（系統）を実験に供試し
た． 
 親株から挿し穂を採取し，人工培養土  {セルピート ; （株）富士見工業} を充填した
128 穴セルトレイに挿し芽を行った．セル苗は，静岡県農林技術研究所伊豆農業研究セン
ター（静岡県賀茂郡東伊豆町）の温室内で育苗した．約 2~3週間後に十分な発根が確認さ
れた挿し芽を，3.5 号ポリポットにポット上げした．培養土は，赤土，バーク堆肥，セル
ピートを 2:1:3 の割合で調整した混合土を使用した．ポット苗は，週に 1 回の頻度で，液
体肥料 {OATハウス 1号; （株） OAT アグリオ} を 1000倍希釈で施与し，約 6週間，温
室内で育苗した．その後，6 号鉢に鉢上げした．  
 
2.1.2 生育調査 
 調査項目は，葉色，花型，花色（舌状花，筒状花），花粉の有無，草丈，株張り，花首
長，花径，一次分枝数，葉長，葉幅，舌状花数，舌状花長，舌状花幅，葉の毛状突起の
有無の計 15 項目で，１区 3 株 3 反復とした． 
 
2.1.3 統計解析 
 各測定項目について，処理区間や供試植物間に有意な差があるかを調べるため，統計解
析用ソフトウェア {IBM SPSS Statistics version 22.0; 日本 IBM （株）} を用いて，多重比
較（Tukey 検定）を行った． 
 
2.2 属間雑種個体の花色特性の定量  
2.2.1 色彩色差計を用いた花色測定 
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 1 品種 6 株から株ごとに完全開花した舌状花をランダムにサンプリングし，色彩色差計
（KONICA MINOLTA INC. CM-700d）を用いて色差値（L*a*b*）を測定した． 
 
2.2.2 色素分析 
 高速液体クロマトグラフィー〔HPLC（High performance liquid chromatography），
Prominence シリーズ（LC-20AB, SIL-20A, CBM-20A, SPD-M20A and CTO-20A），（株）島
津製作所〕を用いて主要なアントシアニジン（デルフィニジン，シアニジン，ペラルゴニ
ジン，ペオニジン，ペチュニジン，マルビジン）の定量分析を行った．舌状花 0.1g を
2.0ml スクリューキャップチューブ（滅菌凍結保存チューブ：ナチュラル；（株）アシス
ト）に入れ，ジルコニアボール（YTZ-2 / KN3324222 2mm，（株）テックジャム）を 6 粒
加えて，液体窒素で凍結後にビーズ式の細胞破砕装置を用いて振動速度 5,000rpm で 30 秒
間粉砕した．遠心分離機を用いて，キャップに張り付いたサンプルを落とした後，MAW
（MeOH：CH3COOH：D.W＝9：1：10）を 1ml 加えて再度，細胞破砕装置を用いて振動
速度 5,000rpm で 20 秒間粉砕し，色素を抽出した．これを遠心分離器に入れて，回転速度
12,000rpm で 3 分間遠心分離を行い，抽出液と残渣に分離した．アントシアニジンの溶出
している上澄み液を取り，1000µl チップにセラミックウールを詰めたものに流して濾過
した．全濾液に 6 規定の塩酸を 500μl 加え，80℃で 1.5 時間湯煎して加水分解を行った．
湯煎が終わったら，すぐに氷水で冷却した．サンプルが冷めた後に，ジエチルエーテル 1 
ml を加え，ボルテックスで攪拌し，上部のエーテル層と下部の水層に分離させた．アン
トシアニジンは水層に溶けているため，上部のエーテル層のみを取り除いた．残った水層
に 3-メチル-1-ブタノールを 1 ml 加え，ボルテックスで攪拌した後，上層にアントシアニ
ジンが移動するまで 1 時間程度，静置した．上層のアントシアニジンが含まれる層をサン
プル瓶に移し，ドライヤーの冷風にて水分がなくなるまで乾燥させた．これに MAW を
200μl 加え，シリンジフィルター（TOYOADVANTEC DISMIC-25HP 孔径 0.20μm，アドバ
ンテック東洋（株））でろ過してバイアル小瓶に移し，各サンプル 100μl を HPLC 分析に
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供した．HPLC 分析機には，（株）島津製作所 LC－Solution システムを用いた．分析装置
の情報および，流速設定は以下の通りである． 
      
  ＜分析装置＞ 
   アプリケーション：SHIMADZU LC－Solution 
   カラム：Shodax C18M  No.4E K011518 （4.6×250mm 5μm） 
   オンラインデガッサ：SHIMADZU DGU-20A3/20A5 
   送液ユニット：SHIMADZU LC-20AB 
   検出器：SHIMADZU SPD-M20A 
   カラムオーブン：SHIMADZU CTO-20A/20AC 
   オートサンプラ： SHIMADZU SIL-20A/20AC/20AHT/20ACHT 
   システムコントローラー： SHIMADZU CBM-20A/20Alite 
 
  ＜移動層＞ 
   ・A 液 H2O：H₃PO₄ = 985：15 
   ・B 液 H2O：CH₃COOH：CH₃CN：H₃PO₄ = 535：250：200：15 
   ・送液システム：B.CONC 
                   0 - 40min．20 - 85 ％ 
                  40 - 45min．85 - 20 ％ 
                      50min．STOP 
   ・流速：1.0ml/min． 
   ・検出波長：530nm 
   ・カラムオーブン温度：40℃ 
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2.2.3 統計解析 
各測定項目について，処理区間や供試植物間に有意な差があるかを調べるため，統計解
析用ソフトウェア {IBM SPSS Statistics version 22.0; 日本 IBM （株）} を用いて，多重比
較（Tukey 検定）を行った．  
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3. 結果  
3.1 属間雑種個体の形態的特性  
3.1.1 交配個体の形態調査 
 葉色，花型，花色（舌状花，筒状花），花粉の有無，草丈，株張り，花茎長，花径，一
次分枝数，葉長，葉幅，舌状花数，舌状花長，舌状花幅，葉の毛状突起の有無の計 15 項
目の調査結果を第 2〜4 表に示した． 
1) 葉色 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親は，灰緑色であった． 
‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種および‘アフリカンアイズ’は灰緑
色で，‘サンデーリップル’は薄緑色であった． 
2) 花型・舌状花色 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，一重咲きで，舌状花が赤紫色で
あり，種子親と同様な花色であった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’
の属間雑種は，一重咲きで，舌状花が薄桃色であったが，両親は白花であった．  
3) 筒状花色・花粉の有無 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，筒状花が黒茶色で花粉は観察さ
れなかった．‘ブリアンルージュ’は，筒状花が黄茶色で花粉は観察されなかった．‘エ
ルフピンク’は，筒状花が黒茶色で花粉を有していた．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種は，筒状花が黒茶色で花粉は観察されなかった．‘サンデ
ーリップル’は筒状花が黄色で，‘エルフピンク’は黒茶色であった．両親はともに花粉
を有していた． 
4) 草丈 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の草丈（61.3cm）は，‘ブリアンル
ージュ ’（77.0cm）よりも低く， ‘エルフピンク ’（39.5cm）よりも高かった．一方，
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‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の草丈（44.0cm）は，‘サンデー
リップル’（31.3cm）よりも高く，‘アフリカンアイズ’（42.3cm）と同等であった． 
5) 株張り 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の株張り（36.7cm）は，両親と有
意な差がなかった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の株
張り（39.2cm）は，‘アフリカンアイズ’（28.2cm）よりも大きく，‘サンデーリップ
ル’（36.9cm）と同等であった．  
6) 花茎長 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の花茎長（59.3cm）は，‘エルフピ
ンク’（38.5cm）よりも長く，‘ブリアンルージュ’（62.0cm）と同等であった．一方，
‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の花茎長（42.7cm）は，‘サンデ
ーリップル’（28.3cm）よりも長く，‘アフリカンアイズ’（41.0cm）と同等であった．  
7) 花径  
  ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の花径（48.4mm）は，‘エルフピン
ク’（40.0mm）よりも大きく‘ブリアンルージュ’（50.5mm）と同等であった．同様に，
‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の花径（45.5mm）は，‘アフリカ
ンアイズ’（35.4mm）よりも大きく‘サンデーリップル’（46.6mm）と同等であった．  
8) 一次分枝数 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の一次分枝数（3.3 本）は，‘エル
フピンク’（13.0 本）よりも少なく‘ブリアンルージュ’（4.7 本）と同等であった．同様
に，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の一次分枝数（6 本）は，‘ア
フリカンアイズ’（20.7 本）よりも少なく，‘サンデーリップル’（8.5 本）と同等であっ
た．  
9) 葉長，葉幅 
  ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の葉長（48.4mm），葉幅（28.4mm）
は， ‘エルフピンク ’（26.5mm,14.9mm）よりも大きく ‘ブリアンルージュ ’（55.3mm, 
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27.8mm）と同等であった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑
種の葉長（48.2mm），葉幅（22.0mm）は，‘サンデーリップル’（76.8mm,45.1mm）よ
りも小さく‘アフリカンアイズ’（29.4mm,14.9mm）と同等であった．  
10) 舌状花数 
  ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の舌状花数（24.3 枚）は，両親よ
りも枚数が多かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の
舌状花数（20.7 枚）は，両親と有意な差がなかった．  
11) 舌状花長，舌状花幅 
  ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の舌状花長（23.4mm）は，‘エルフ
ピンク’（18.8mm）よりも長く，‘ブリアンルージュ’（23.6mm）と同等であった．舌
状花幅（4.6mm）は，両親よりも狭かった．同様に，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカ
ンアイズ’の属間雑種の舌状花長（21.5mm）は，‘アフリカンアイズ’（16.0mm）より
も長く，‘サンデーリップル’（20.8mm）と同等であった．舌状花幅（6.5mm）は，ア
フリカンアイズ（5.0mm）よりも広かった．  
12) 葉の毛状突起の有無 
両属間雑種の葉の毛状突起は，花粉親のローダンセマムと同じく有していた． 
 
第 2 表 マーガレットとローダンセマムの属間雑種およびその両親の花・葉の特性 
 
品種 葉色 花型 舌状花色 筒状花色 花粉の有無
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 灰緑 一重 赤紫 黄茶 無
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 灰緑 一重 桃 黒茶 有
属間雑種 灰緑 一重 赤紫 黒茶 無
A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 薄緑 一重 白 黄 有
R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 灰緑 一重 白 黒茶 有
属間雑種 灰緑 一重 薄桃 黒茶 無
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 第 3 表 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親の形態特性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
z：平均値± 標準偏差 （n = 6） 
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す 
x：‘-’は葉の毛状突起が観察されなかったことを示す．‘◯’は葉の毛状突起が観察されたことを示す． 
 
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 77.0 ± 0.6z cy 36.5 ± 3.3 62.0 ± 5.5 b 50.5 ± 0.9 b 4.7 ± 0.3 ab
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 39.5 ± 1.2 a 32.3 ± 5.3 38.5 ± 2.1 a 40.0 ± 1.5 a 13.0 ± 2.1 b
属間雑種 61.3 ± 1.9 b 36.7 ± 1.5 59.3 ± 1.9 b 48.4 ± 0.5 b 3.3 ± 0.7 a
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 55.3 ± 3.9 b 27.8 ± 1.8 b 20.7 ± 0.9 a 23.6 ± 0.4 b 5.6 ± 0.1 b
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 26.5 ± 1.9 a 14.9 ± 1.0 a 20.5 ± 0.3 a 18.8 ± 0.3 a 5.4 ± 0.1 b
属間雑種 48.4 ± 4.5 b 28.4 ± 3.3 b 24.3 ± 0.3 b 23.4 ± 0.3 b 4.6 ± 0.1 a
の有無
−
x
◯
◯
n.s.
品種
葉長 葉幅 舌状花数 舌状花長 舌状花幅 毛状突起
(mm) (mm) (枚) (mm) (mm)
(cm) (cm) (cm) (mm) (本)
一次分枝数
品種
草丈 株張り 花茎長 花径
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第 4 表 ‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の形態特性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
z：平均値± 標準偏差 （n = 6） 
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す 
x：‘-’は葉の毛状突起が観察されなかったことを示す．‘◯’は葉の毛状突起が観察されたことを示す． 
A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 31.3 ± 1.0z ay 36.9 ± 0.9 b 28.3 ± 1.8 a 46.6 ± 0.7 b 8.5 ± 1.7 a
R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 42.3 ± 2.3 b 28.2 ± 1.4 a 41.0 ± 0.6 b 35.4 ± 0.6 a 20.7 ± 0.3 b
属間雑種 44.0 ± 4.4 b 39.2 ± 1.6 b 42.7 ± 1.5 b 45.5 ± 1.1 b 6.0 ± 0.0 a
A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 76.8 ± 6.5 b 45.1 ± 3.7 b 21.7 ± 0.2 20.8 ± 0.4 b 20.8 ± 0.4 b
R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 29.4 ± 1.7 a 14.9 ± 0.6 a 21.0 ± 0.0 16.0 ± 1.0 a 16.0 ± 1.0 a
属間雑種 48.2 ± 3.7 a 22.0 ± 0.4 a 20.7 ± 0.3 21.5 ± 0.4 b 21.5 ± 0.4 b
n.s.
−
x
◯
◯
の有無(mm) (mm) (枚) (mm) (mm)
品種
葉長 葉幅 舌状花数 舌状花長 舌状花長 毛状突起
(cm) (cm) (cm) (mm) (本)
一次分枝数
品種
草丈 株張り 花茎長 花径
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3.2 属間雑種個体の花色特性の定量  
3.2.1 色彩色差計を用いた花色測定 
マーガレット‘ブルアンルージュ’ × ローダンセマム‘エルフピンク’の属間雑種とその両
親の舌状花を色彩色差計で測定し，明度を示す L*値，赤みを示す a*値，黄色みを示す b*
値および彩度を示す C*値を表した（第 5 表）．同様に，マーガレット‘サンデーリップル’ 
× ローダンセマム‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の舌状花を色彩色差計で測定
し，L*値，a*値，b*値および C*値を示した（第 6 表）． 
1) L*値 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種では，L*値が両親の中間であった．
一方，‘サンデーリップル’ × アフリカンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意
に低かった． 
2) a*値 
  ‘ブリアンルージュ’×‘エルフピンク’の属間雑種では，a*値は‘ブリアンルージュ’と
同等で，‘エルフピンク’よりも有意に高かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリ
カンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意に高かった． 
3) b*値 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種では，b*値は‘エルフピンク’と同等
で，‘ブリアンルージュ’よりも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリ
カンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意に低かった． 
4) C*値 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種では，C*値は‘ブリアンルージュ’
と同等で，‘エルフピンク’よりも有意に高かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意に高かった．  
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第 5 表  ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親の色差値 
 
 
 
 
z：平均値 ± 標準偏差 （n = 6） 
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差
が存在しないことを示す 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
品種
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 21.2 ± 0.6z ay 44.4 ± 1.1 b 3.1 ± 0.6 b 44.5 ± 1.1 b
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 69.6 ± 1.2 c 8.5 ± 1.0 a -5.3 ± 0.7 a 10.0 ± 1.1 a
属間雑種 27.6 ± 0.8 b 44.7 ± 1.0 b -3.0 ± 1.7 a 45.0 ± 0.9 b
L* a* b* C*
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第 6 表 ‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の色差値 
 
z：平均値 ± 標準偏差 （n = 6） 
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差
が存在しないことを示す 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
品種
A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 85.4 ± 0.7z by -1.3 ± 0.1 a 2.6 ± 0.3 b 3.0 ± 0.3 a
R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 83.1 ± 1.2 b -1.1 ± 0.1 a 2.3 ± 0.2 b 2.6 ± 0.2 a
属間雑種 76.6 ± 0.7 a 6.8 ± 0.8 b -3.0 ± 0.5 a 7.4 ± 1.0 b
L* a* b* C*
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3.2.2 色素分析 
属間雑種の色素組成や色素量を両親と比較するために，マーガレット‘ブリアンルージ
ュ’ × ローダンセマム‘エルフピンク’の属間雑種とその両親および，マーガレット‘サンデ
ーリップル’ × ローダンセマム‘アフリカンアイズ’ の属間雑種とその両親の舌状花から 6
つのアントシアニジン（デルフィニジン，シアニジン，ペラルゴニジン，ペオニジン，
マルビジン，ペチュニジン）を測定した（第 7，8 表）．また， ‘ブリアンルージュ’ × ‘エ
ルフピンク’の属間雑種は，色素組成をその両親と比較した（第 9 表）． 
1) デルフィニジン 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含有量は，‘エルフピンク’と同
等で，‘ブリアンルージュ’よりも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種では，検出されたのに対し，両親では検出されなかった． 
2) シアニジン 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含有量は，両親の中間であった．
一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，検出されたのに対
し，両親は検出されなかった． 
3) ペラルゴニジン 
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種では，両親と比べ，有意に含有量
が多かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，検出
されたのに対し，両親では検出されなかった． 
4) ペオニジン 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種およびその両親では，検出されな
かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，検出され
たのに対し，両親は検出されなかった． 
5) マルビジン 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含有量は，‘エルフピンク’と同
等で，‘ブリアンルージュ’よりも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
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フリカンアイズ’の属間雑種では，検出されたのに対し，両親は検出されなかった． 
6) ペチュニジン 
両属間雑種およびその両親において，検出されなかった． 
7) 色素組成 
 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の色素組成は，シアニジン系（シ
アニジン含有量とペオニジン含有量の総量）比率が，約 60%であったのに対し，そ
の両親のシアニジン系比率が約 90％であった．一方，ペラルゴニジンの比率は，約
30％であったのに対し，両親のペラルゴニジン比率は約 2％であった．デルフィニ
ジン系（デルフィニジン含有量とマルビジン含有量の総量）比率は，3〜7％と有意
な差は見られなかった（第 9 表）．  
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第 7 表 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親のアントシアニジン含有量 z 
 
 
 
 
 
 
z：ペチュニジンおよびペオニジンは検出されなかった 
y：平均値 ± 標準偏差 （n = 6）  
x：表中の同ーカラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す 
 
 
 
 
 
 
 
品種
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 11.1 ± 2.0y bx 540.9 ± 19.3 c 12.1 ± 2.1 a 12.4 ± 3.3 b
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 0.09 ± 0.06 a 5.6 ± 4.7 a 0.12 ± 0.10 a 0.18 ± 0.11 a
属間雑種 2.2 ± 0.3 a 145.6 ± 41.2 b 77.1 ± 18.4 b 3.9 ± 0.7 a
デルフィニジン
(µg·gFW−1)
シアニジン
(µg·gFW−1)
ペラルゴニジン
(µg·gFW−1)
マルビジン
 (µg·gFW−1)
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第 8 表 ‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親のアントシアニジン含有量 z 
 
 
 
 
 
 
z：ペチュニジンは検出されなかった 
y： ND：不検出 
x： 平均値 ± 標準偏差 （n = 6） 
 
 
 
 
 
 
品種
A. frutescens  ‘サンデーリップル’
R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’
属間雑種 0.13 ± 0.03x 9.9 ± 0.7 0.05 ± 0.02 0.07 ± 0.01 0.18 ± 0.05
NDy
ND ND
ND ND
ND
ND
ND
ND
ND
ペオニジン
 (µg·gFW−1)
ペラルゴニジン
(µg·gFW−1)
デルフィニジン
(µg·gFW−1)
シアニジン
(µg·gFW−1)
マルビジン
 (µg·gFW−1)
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第 9 表 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親のアントシアニジン組成比率 
 
 
 
 
 
 
z：平均値（n = 6） 
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukey の b 検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す 
x：ペラルゴニジン系：ペラルゴニジン含有量の比率 
w：シアニジン系：シアニジン含有量とデルフィニジン含有量の総和の比率 
v：デルフィニジン系：デルフィニジン含有量とマルビジン含有量の総和の比率 
 
A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 576.4z cy 2.1 a 93.9 b 4.0
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 6.0 a 2.0 a 91.0 b 7.1 n.s.
属間雑種 228.7 b 34.1 b 62.9 a 3.0
品種
総アントシアニジン 量 ペラルゴニジン系 シアニジン系 デルフィニジン系
 (µg·gFW−1) (%)x (%)w (%)v
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4. 考察  
4.1 属間雑種個体の草姿・花数  
 属間雑種個体の形態調査の結果，両属間雑種ともに，一次分枝数がローダンセマムより
も少なく草丈が高かったことから，鉢物商品として一般的に求められているコンパクトで
分枝数が多いものではなかった．しかしながら，花径は，種子親のマーガレットと同等で，
花粉親のローダンセマムよりも大きかったため商品性が高いと考えられる．また，‘ブリ
アンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，舌状花数が両親よりも多かった．そのため，
マーガレットとローダンセマムの属間雑種は，有益な形態特性を有する場合があると考え
られた．さらに，属間雑種では，マーガレットにはない毛状突起が葉や茎に観察された．
毛状突起の役割は、強光や乾燥に対する防御、物理的かつ分泌液を出す線状の毛状突起で
は，その分泌液により病害虫の食害を防除する効果があると言われている（Werker, 2000）．
このような特性をマーガレットとローダンセマムの属間雑種が有していた場合，生産側で
は，農薬使用量・回数の削減がされ生産コストと農薬散布に係る労働時間の削減につなが
る可能性がある．また，病害虫被害が軽減することで，観賞期間の延長や病害虫防除に関
わる農薬散布の削減に寄与されると考えられる．さらに，環境ストレス耐性を有していた
場合，環境の変化が激しい露地栽培でも生育への影響が軽減されることから，花壇の植栽
にさらに利用されやすくなるかもしれない．以上のことから，雑種個体には，ローダンセ
マムと同様に毛状突起が観察されたため，耐虫性や耐候性を含む詳細な栽培特性に関する
調査が必要である． 
 作出された属間雑種個体は，ともに筒状花は黒茶色で花粉は観察されなかった．一般的
に無花粉の個体は，自家受粉することがないため花の観賞期間が長くなることや，輸送時
の振動などで花粉が飛散することがなく，花粉で花が汚れることがないという利点がある．
マーガレットの筒状花色は，黄色から黄茶の個体がほとんどであるが，マーガレットとハ
ナワギクの属間雑種では，筒状花が黒茶色で，無花粉であり，ローダンセマムとの属間雑
種と同様であった．形態的に属間雑種と推察する指標として，筒状花色と花粉の有無が考
えられる．さらにマーガレットとローダンセマムとの属間雑種では，毛状突起が観察され
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た．毛状突起は，マーガレットでは観察されず，ローダンセマムでは観察されることから，
マーガレットとローダンセマムとの属間雑種の場合，毛状突起の有無が，形態的に属間雑
種と推察する指標になりうると考えられた． 
 
4.2 属間雑種個体の花色  
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の雑種個体の舌状花色は，‘ブリアンルージュ’同様
に赤紫色で，色差値（a*値，C*値）も類似していたが，舌状花の色素分析の結果，総ア
ントシアニジン量が両親の中間で，シアニジン系やペラルゴニジン系の含有量や比率に違
いがみられた． 
 一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の舌状花色は，両親（白花）
と異なり薄桃色であった．色差値（L*値，a*値，b*値，C*値）は両親と有意な差が見ら
れた．アントシアニジン含有量を分析したところ，属間雑種には，アントシアニジンの蓄
積が確認されたが，両親ではアントシアニジンが検出されなかった．これらのことから，
マーガレットとローダンセマムの交配により，両親と異なる新たな花色を有する属間雑種
個体を作出する可能性があると考えられた． 
 白花化の原因遺伝子は，アントシアニン生合成遺伝子  [Gentian （Nishihara et al., 
2006 ） , Antirrhinum majus （ Martin et al., 1991 ） ] や，アントシアニン調節遺伝子
[Antirrhinum majus （Martin et al., 1991）, Ipomoea nil （Morita et al., 2006）, Petunia hybrid 
（Albert et al., 2011）]や，液胞への輸送関連遺伝子[Petunia hybrid （Mueller et al., 2000）]
の変異等など多くの植物で様々な要因の報告がある．これらの知見や花色分析の結果から，
両親の白花がそれぞれ異なる色素関連遺伝子の変異に由来することが示唆され，属間雑種
は，両親の各原因遺伝子が互いに補完されたため，有色になったと推測された．今後，こ
れらの原因遺伝子の発現解析など詳細な分析を行うことで，両親での白花の要因および，
属間雑種での有色化の要因が明らかになると考えられる． 
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4.3 属間雑種個体のその他形質の評価の必要性  
 属間雑種の花粉親であるローダンセマムは耐寒性に優れており，冬季から春季にかけて
花壇用，鉢物用として流通されている．一方，マーガレットも主に春季に流通されるが，
出荷期間としては秋季〜春季にかけて出荷されている．マーガレットの生育適温は 20〜
25 度で，耐寒性が弱いため，静岡県における冬場の栽培管理では，加温が必須である．
栽培温度や栽培品種によっては低温障害が発生し生産性が低下するという課題がある．ま
た，冬場の露地利用は，氷点下まで気温が下がらない地域や無霜地域に限られている．キ
ク科植物では，耐寒性に優れた近縁種との交配により耐寒性を有する属間雑種が作出され
たと報告されている（Cheng et al. 2010; Deng et al. 2011）．今回作出されたマーガレット × 
ローダンセマムの属間雑種も，花粉親が耐寒性に優れるローダンセマムであるため，その
属間雑種も同様に耐寒性に優れている可能性が考えられる．今後，属間雑種の耐寒性を含
めた更なる栽培特性の評価を行う必要がある． 
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第Ⅴ章 マーカー選抜に適した SCAR マーカーの開発  
 
1. 緒言  
第Ⅲ章では，CAPS マーカーによりマーガレットとローダンセマムとの属間雑種である
と判定され，そのマーカーの汎用性の高さも確認された．しかしながら，CAPS マーカー
を用いた雑種判定は，一般的に，操作手順が煩雑で判定までに時間がかかり，比較的試薬
等の費用がかかるため，属間雑種育種を効率的に進める上で，多量のサンプルを扱う一次
選抜時におけるマーカー選抜に適していない．CAPS と同等な再現性があり，迅速な判定
が可能である SCAR マーカーは，多くの植物の品種識別等に利用されている（Bautista et 
al. 2003; Mariniello et al. 2002; Melotto et al. 1996）． 
そこで，本章では，マーガレットとローダンセマムの属間雑種を育成する過程で多くの
サンプルを扱う一次選抜を，より効率的かつ安価に行うために雑種識別可能な SCAR マー
カーの開発を試み，そのマーカーの汎用性を確認した． 
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2. 材料および方法  
2.1 DNA 抽出および目的領域の増幅 
 雑種個体とその両親を供試し，DNA 抽出は第Ⅲ章 2.1.に準じて行った．  
 PCR の試薬組成は，template DNA（100 ng/μL）を 1μl，各プライマー（10μM）を 1μl ，
5×KapaTaq Extra buffer を 4μl，MgCl2（25mM）を 1.4μl，dNTP Mixture（10mM）を 0.6μl，
KapaTaq Extra DNA ポリメラーゼ（5U/μL） を 0.1μl，滅菌水を 10.9 μl 加え，20μl に調整
した．マーガレットに特異的なプライマーでは，PCR 増幅を，VeritiTM Thermal Cycler 
（Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA , USA）により，95℃ 2 分，（95℃ 20秒，50℃ 
15 秒，68℃ 2 分）× 35 サイクル，68℃ 2 分の条件で増幅した．一方，ローダンセマムに
特異的なプライマーでは，PCR 増幅を，VeritiTM Thermal Cycler （Thermo Fisher Scientific 
Inc. Waltham, MA , USA）により，95℃ 2 分，（95℃ 20 秒，60℃ 15 秒，68℃ 2 分）× 35 サ
イクル，68℃ 2 分の条件で増幅した． 
    
2.2 遺伝子マーカー（SCAR マーカー）の設計 
Genbank登録があるマーガレット（EF577287）とローダンセマム（L77777）のリボソー
ム DNA における ITS 領域の塩基配列を基に（第 19 図），各両親に特異的な SCAR マーカ
ーを設計した（第 10，11 表）．設計した SCAR マーカーと，リボソーム DNA の ITS 領域
を増幅するプライマーの 5’ -AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’（Zhao et al., 2010）
（ 以下 ITS （ C. ） と い う ．） と ITS1 5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’, ITS4 5’ -
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ （White et al. 1990 ）を組合せて PCR増幅産物を電気泳動
し，バンドの有無を確認した． 
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 第 19 図-1 マーガレットとローダンセマムのリボソーム DNA における ITS 領域の塩基配列 
    （Genbank） 
SCAR(R.g)1f 
SCAR(R.g)2r 
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第 19 図-2 マーガレットとローダンセマムのリボソーム DNA における ITS 領域の塩基配列 
    （Genbank） 
SCAR(A.f)3r 
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第 10 表 設計したマーガレットに特異的な SCAR マーカー 
 5 to 3 sequence  	
 (°C)
SCAR(A.f.) 1f AAGGAAACACTCTTCAAATACCC 23 51.6
SCAR(A.f.) 2f GTGCTTTGTCGATGTGCATT 20 49.6
SCAR(A.f.) 3f ATGCGTGCCAAGGAAAACTA 20 49.6
SCAR(A.f.) 4f TGCTTTGTCGATGTGCATTT 20 47.6
SCAR(A.f.) 5f AACTTAAGAAGGCTTGTTTC 20 41.8
SCAR(A.f.) 1r GGTCGAAGCATCGTCCTAAG 20 53.7
SCAR(A.f.) 2r ATCTTAAGACAACACATTGG 20 41.8
SCAR(A.f.) 3r TTTATAGAGTGTTCCATTGC 20 41.8
第 11 表 設計したローダンセマムに特異的な SCAR マーカー 
 5 to 3 sequence  	
 (°C)
SCAR(R.g) 1f TAATACAACCAAGCGTCGAG 20 45.9
SCAR(R.g) 2f GATGCGCATTAACTTGAGTCCT 22 49.2
SCAR(R.g) 1r TCGTTCTTTGTTTTGTGCTGA 21 44.7
SCAR(R.g) 2r TATTTGAAGAGTGTTTCCTTGC 22 47.9
SCAR(R.g) 3r AATATCCGCCCCCTACAAATAT 22 47.3
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2.3 電気泳動 
PCR 増幅産物 4μl と BPB 液 2μl を混合したものを 1.5%アガロースゲルのウェルにアプ
ライした．また，ゲルの両端のウェルに 50bp マーカー（Nippon Genetics Co, Ltd）を 5µl
アプライした．0.1mg/ml になるように Ethidium Bromide を加え，1×TAE Buffer で充填した
電気泳動槽を用いて，100v，40 分間泳動した．その後，トランスイルミネーターにのせ
写真を撮影し，発現バンドを確認した．  
 
2.4 遺伝子マーカーの汎用性の確認 
2.2 で開発した特異的な SCAR マーカーセットの汎用性を確認するために，マーガレッ
ト 22 品種，ローダンセマム 7 品種，雑種 2 系統を供試し，PCR 増幅産物を 2.3 と同様な
方法で，電気泳動し発現バンドの有無を確認した． 
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3. 結果  
3.1 マーガレットに特異的な SCAR マーカーの開発  
設計した SCAR マーカーのうち，ITS（C.）: 5’ -AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-
3’，SCAR（A.f.）3r : 5’- TTTATAGAGTGTTCCATTGC-3’の SCAR マーカーセットでは，マ
ーガレットおよびその属間雑種でバンドが約 700bp で確認されたのに対し，ローダンセマ
ムではバンドが確認されなかった（第 20 図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1200bp
700bp
500bp
200bp
M     1       2       3       4       5       6      M
第 20 図 マーガレットに特異的な SCAR プライマー[ITS（C.） - SCAR
（A.f）3r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよびその属間
雑種個体のバンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，1~2:マーガレット，3~4:ローダンセマム，5~6：マーガレ
ット×ローダンセマム． 
1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’, 3: ‘アフリカンアイズ’,  
4:‘エルフピンク’, 5:‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’, 
 6:‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’ 
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3.2 ローダンセマムに特異的な SCAR マーカーの開発  
設計した SCAR マーカーのうち，SCAR（R.g）1f : 5’-TAATACAACCAAGCGTCGAG-3’，
SCAR（R.g）2r : 5’-AATATCCGCCCCCTACAAATAT-3’の SCAR マーカーセットでは，ロー
ダンセマムおよびその属間雑種でバンドが約 500bp で確認されたのに対しマーガレットで
はバンドが確認されなかった（第 21 図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 21 図 ローダンセマムに特異的な SCAR プライマー[SCAR（R.g）1f - 
SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよび
その属間雑種個体のバンドの発現パターン 
M:50bp マーカー，1−2:マーガレット，3−4:ローダンセマム， 
5−6：マーガレット×ローダンセマム． 
1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’, 3: ‘アフリカンアイズ’,  
4:‘エルフピンク’, 5:‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’,  
6:‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’ 
1200bp
700bp
500bp
200bp
M     1      2       3       4      5       6      M
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3.3 開発した SCAR マーカーの汎用性の確認  
マーガレット 22 品種，ローダンセマム 7 品種，雑種 2 系統を用いて設計した SCAR マ
ーカーの汎用性を確認したところ，マーガレットに特異的な SCAR マーカーでは，マーガ
レットおよびその属間雑種のみバンドが確認された（第 22, 23 図 A）．一方，ローダンセ
マムに特異的な SCAR マーカーでは，ローダンセマムおよびその属間雑種のみにバンドが
確認された（第 22，23 図 B）．そのため，マーガレットとローダンセマムを識別できる汎
用性の高いマーカーであると考えられた． 
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M   1 2 3   4 5  6 7 8 9 10 11  12  13 14  15  16
M   1 2 3   4 5 6 7 8 9 10 11  12 13 14 15  16
第 22 図 各特異的な SCAR マーカーを用いたバンド発現パターン 
A: マーガレットに特異的な SCAR プライマー[ITS（C.） - SCAR
（A.f.）3r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよびその
属間雑種個体のバンド発現パターン 
B: ローダンセマムに特異的な SCAR プライマー[SCAR（R.g）1f - 
SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよび
その属間雑種個体のバンド発現パターン 
M: 50bp DNA マーカー，1–10, 14:マーガレット品種，11–13, 15:ローダンセ
マム品種 16: マーガレット×ローダンセマム雑種  
 
1: ‘エンジェリックジャイアントピンク’， 2: ‘ボンザラズベリー’ ，3: ‘ボン
ザホワイト’， 4: ‘チェルシーガール’， 5: ‘コメットピンク’， 6: ‘キューテ
ィーマイス’， 7: ‘ダブルチェルシー’ ，8: ‘ダブルローズピンク’， 9: ‘エベ
レスト’ ，10: ‘風恋香’， 11: ‘アプリコットジャム’ ，12: ‘エアルローズ’ ，
13: ‘マーキュリー’， 14: ‘ブリアンルージュ’ ，15: ‘エルフピンク’，  
16: ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’ 
A 
B 
 66 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M  17  18 19  20 21  22 23 24 25  26 27 28  29  30 31
M  17 18 19  20 21 22 23 24 25 26 27 28  29  30 31
第 23 図 各特異的な SCAR マーカーを用いたバンド発現パターン 
A: マーガレットに特異的な SCAR プライマー[ITS（C.） - SCAR
（A.f.）3r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよびその
属間雑種個体のバンド発現パターン 
B: ローダンセマムに特異的な SCAR プライマー[SCAR（R.g）1f - 
SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレット，ローダンセマムおよ
びその属間雑種個体のバンド発現パターン 
M: 50bp DNA マーカー，17–26, 29:マーガレット品種，27–28, 30:ローダンセ
マム品種 31: マーガレット×ローダンセマム雑種 
 
17:‘ヘリオウォーターレモン’，18: ‘マーズ’， 19: ’マックスマムレッド’， 
20: ‘マックスマムホワイト’， 21: ‘メテロレッド’， 22: ‘ミニダブルホワイ
ト’， 23: ‘パーカッションディープローズ’， 24: ‘ぽぽたんクリーム’，25: 
‘ぽぽたんレモンホワイト’，26: ‘リフレクションピンク’， 27: ‘ピーチジャ
ム’，28: ‘プチマカロン’，29: ‘サンデーリップル’，30: ‘アフリカンアイ
ズ’，31: ‘サンデーリップル’×‘アフリカンアイズ’ 
 
 
A 
B 
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4. 考察  
SCAR マーカーは，塩基配列に特異的な 20〜25 bp のプライマーを使用するため，10 bp
程度のランダムプライマーの RAPD マーカーよりも再現性が高いことから（Paran and 
Michelmore 1993），SCAR マーカーを用いた品種・雑種等の識別は多くの植物で報告され
ている（Liu et al. 1999; Bautista et al. 2003; Mariniello et al. 2002; Melotto et al. 1996）．本研
究において，マーガレットとその属間雑種ではバンドが確認され，ローダンセマムではバ
ンドが確認されないマーガレットに特異的な SCAR マーカーと，ローダンセマムとその属
間雑種ではバンドが確認され，マーガレットではバンドが確認されないローダンセマムに
特異的な SCAR マーカーの開発に成功した．開発した両特異的な SCAR マーカーセットを
使用することにより，マーガレットとローダンセマムとの雑種判定が可能であると考えら
れた． 
さらに，マーガレット 22 品種，ローダンセマム 7 品種および雑種 2 系統を用いて同様
の操作を行ったところ，各 SCAR マーカーで同様なバンドの発現パターンが確認された．
以上の結果から，開発した SCAR マーカーは，マーガレットとローダンセマムとの雑種判
定を可能とする汎用性の高いマーカーであることが示された． 
本マーカーを利用することで，CAPS マーカーと比べ，雑種判定に伴う費用を 1 サンプ
ルあたり約 500 円抑えられ，判定までの時間が約 4 時間短縮可能であることから迅速な判
定が可能となり，多量のサンプルを扱う一次選抜時にも，マーカー選抜が導入しやすくな
り育種の効率化が図られると考えられる． 
 今回開発した SCAR マーカーは，それぞれバンドの発現の有無により雑種識別を行った
が，PCRや試薬の調整等の人為的失敗を回避させるため，バンドの長さ，本数により識別
することが望ましい．バンドの長さや本数の違いから識別でき，さらにサンプルや試薬の
使用量の削減が図れるとともに，同時検出により作業時間の短縮が可能なマルチプレック
ス PCR は，イネやイチゴの品種識別に活用されている（新村ら，2005；田崎ら，2008）．
マーガレットとローダンセマムの雑種判定をさらに簡素化・高精度化を図るために，マル
チプレックス PCR を開発する必要がある． 
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第Ⅵ章  総合考察  
 
 静岡県では，秋季から生産可能な早生のマーガレット品種育成や，花色の多様化を目指
し，近縁種との交雑により花色・花型等の観賞価値に重きを置いた育種に取り組んできた．
その結果，花色や芳香性など従来のマーガレット品種が有していなかった新規形質を持つ
属間雑種が育成され，それら育成品種は，ジャパンフラワーセレクションやフロリアード
等品評会で受賞を受けるなど高い評価を受けている．さらに，積極的なプロモーション活
動や展示会等への出展などの取り組みを通して，「静岡県のマーガレット」として市場や
量販店の認知度は高まり，注文取引が増加し単価は上昇傾向である．しかしながら，近年
の冬場の低温や夏場の高温の影響により，枯死率の上昇や，低温・高温障害等による生育
不良，製品化率の低下や，出荷期間の短縮，生産圃場の制限などが，マーガレット生産に
おいて問題となってきている．以上のことから，従来までの観賞価値に重きを置いた育種
開発から，栽培特性を重視した品種育成が必要である．そこで，本研究では，剛健な形質
の獲得を目指し，多年生キク科植物とマーガレットの交配を試みた． 
 第Ⅱ章において，これまで検討されてこなかったマーガレットと多年生キク科植物との
交配を行い，栽培特性に優れる属間雑種の作出を試みた．その結果，デモルフォセカ
（Dimorphotheca sinuata DC.），オステオスペルマム〔Osteospermum ecklonis (de Candolle) 
Norlindh 〕， サ イ ネ リ ア （ Pericallis hybrida B. Nord. ） 芳 香 性 キ ク ‘ ア ロ マ ム ’
〔 Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium 
Ramat.〕，アルテミシア（Artemisia absinthium L.），ローダンセマム  ホスマリテンゼ
〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries〕との交配組合せで
は，充実した胚珠が確認されず，交配個体の作出はできなかったが，ローダンセマム  ガ
ヤナム〔Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries.〕と
の交配・胚珠培養法により交配個体が作出された． 
しかしながら，本研究では，17 の充実した胚珠を摘出し，それを培養したが，発芽し
たものは 9 個体で，最終的に作出された個体は 2 個体のみと発芽率および植物体形成率が
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低かった．今回，試みた交配組合せでの交雑障壁が，受精前又は受精後によるものかを特
定することで，その障壁を克服する手法により交配個体の作出が可能になるかもしれない．
受精前における交雑障壁の克服方法として，蕾受粉，老花受粉，混合花粉の利用や高温条
件での受粉が報告されている（Ascher・Peloquin, 1966；福本ら，1996；巣山ら，2013；
Van et al. 1997）．受精前の交雑障壁が要因であった場合，上記の方法を試みることで，属
間雑種の作出が可能となり，作出率が向上するかもしれない．また，鉢物用マーガレット
品種は 2 倍体品種が主に流通されているが，花粉親に供試した品目の倍数性は不明である．
奇数倍数性の 3 倍体であった場合，一般的に正常な花粉が形成されないため後代が作出さ
れない．コルヒチン処理（Hamill et al. 1992; Yang et al. 2006）や，一酸化二窒素の暴露
（Sattler et al. 2016; Van Tuyl et al. 1992）による倍加や，3 倍体を介した安定的な偶数倍数
体の形成（Ramsey et al. 1998）により，稔性のあるを作出し，稔性を回復させることで，
交配個体の作出が容易になる可能性がある．一方，受精後における交雑障壁の克服方法と
して，今回用いた胚珠培養法や胚培養，子房培養法が報告されている（Van et al. 1997）．
今回，マーガレットとハナワギクとの属間雑種作出における最適な胚珠培養方法に準じた
ため，胚珠培養の培地の糖分濃度や，植物ホルモンの濃度・組合せなどの胚珠培養方法と，
胚珠培養までの交配期間や交配時期を改良・検討することにより，各交配組合せでの雑種
作出に適した方法が確立され，発芽率や植物体形成率の向上が期待される． 
 キク科植物の遺伝子距離では，マーガレットと今回供試したローダンセマム，アルテミ
シア，オステオスペルマムの 3 種と，マーガレットと属間雑種育成報告があるハナワギク，
シュンギクとの遺伝子距離は，シュンギク，ハナワギク，ローダンセマム，アルテミシア，
オステオスペルマムの順で近かった．今回作出された雑種の花粉親であるローダンセマム
よりもマーガレットとの遺伝子距離が近いサントリナ（Santolina rosmarinifolia L.），ロー
マンカモミール（Chamaemelum nobile (L.) All.），ノースポール（Mauranthemum paludosum 
(Poir.) Vogt & Oberpreiler），シャスターデージー（Leucanthemum vulgare Lam.）などは，マ
ーガレットとの属間雑種作出の可能性が考えられるため，新たな属間雑種育成に期待され
る． 
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 第Ⅲ章において，マーガレットは自家和合性のため，作出された交配個体が遺伝的に属
間雑種であるかを判定した．Genbank に掲載されている両親のリボソーム DNA における
ITS領域の塩基配列を基に選択した CAPS マーカー（制限酵素 Afl II）を用いて，バンドの
発現数の違いから雑種判定を試みた．マーガレットとローダンセマムの交配個体では，両
親に特異的なバンドの両方が確認されたため，マーガレットとローダンセマムの雑種であ
ると判定された．その結果，本研究により初めてマーガレットとローダンセマムの属間雑
種が作出されたことが証明された． 
 第Ⅳ章においては，マーガレットとローダンセマムとの属間雑種の形態・花色特性の
調査を行った．属間雑種の花形態はマーガレットに類似していたが，葉形態は，ローダン
セマムと同様に毛状突起が観察され，従来のマーガレット品種にはない新たな形質が確認
された．一般的に毛状突起は耐虫性や環境ストレス耐性効果があることから，農薬使用
量・回数の削減への寄与と，病害虫被害の軽減による観賞期間の延長が期待される．また，
環境の変化が激しい露地生産でも生育への影響の軽減が期待されることから，農地の効率
利用にもつながると考えられる． 
 花粉親のローダンセマムは耐寒性に優れており，氷点下でも栽培が可能で，冬〜春の花
壇の植栽や鉢物に使われている．キク科植物では，耐寒性に優れた近縁種との交配により
耐寒性を有する属間雑種が作出されたと報告されている  (Cheng et al., 2010; Deng et al., 
2011)．今回，作出した属間雑種も，花粉親のローダンセマムと同様に耐寒性を有する場
合，これまでマーガレットの植栽利用が困難であった寒冷・降雪地域での植栽が可能とな
り，出荷先の拡大につながると期待される．さらに，生産圃場の加温温度抑制により，省
エネルギー化および温室効果ガス削減に寄与されると考えられる．これらの耐虫性や耐寒
性を含む詳細な栽培調査を行うことで，より栽培特性に優れた品種育成に期待される． 
 花色特性では，両親と色素組成の変化や有色化等がみられたことから，今後，さらなる
マーガレットとローダンセマムとの属間雑種の作出を図ることで，優れた栽培特性に加え，
多様な花色の品種育成が期待される．また，白花の両親から作出された雑種の有色化の要
因については，今後，さらに詳細な色素分析や色素の遺伝子発現等を解析することで，雑
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種の有色化の原因究明が可能であると考えられる． 
 第Ⅴ章においては，マーカー選抜の導入を容易にするため，迅速な判定が可能で低コス
トな SCAR マーカーを開発した．この遺伝子マーカーを早期選抜時に活用することで，マ
ーガレットとローダンセマムとの属間雑種育種の効率化が図れると考えられる．さらに，
人為的失敗の回避や，同時検出による判定時間の短縮など簡素化・高精度化を図るために，
マルチプレックス PCR の開発が必要である． 
 これらのことから，本研究で明らかとなった知見を活用し，さらなる胚珠培養法の改良
や新たな近縁種との属間雑種育種を検討することは，属間雑種作出の成功率を高め，より
栽培特性に優れた属間雑種の育成の一助となるだろう．これまでの観賞価値に重きをおい
た育種から，栽培特性に配慮した育種への転換は，低温障害による農業被害の軽減や燃料
使用量削減による省エネルギー化，温室効果ガス排出の抑制に大きく寄与するものと考え
られる．また，本研究から加温温度抑制に対応する育種や，育種期間の短縮化として，近
縁種を用いて栽培特性を重視した育種開発と，遺伝子マーカーの開発により育種の効率化
が示された．本研究結果が，加温温度抑制に対応する育種開発の発展およびマーカー選抜
による育種の効率化に貢献するものと期待する． 
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